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RESUMO

Camundongos maus produtores de anticorpos da selegio III (L/f) infectados com 10 formas
vidveis de Paracocciodioides brasiliensis da cepa 18 receberam aos 7, 14, 21 e 28 dias pés-infecgdo, 0,5
ml de anticorpos IgM ou IgG obtidos de animais bons produtores de anticorpos (H/f) normais ou croni-
camente infectados, por via endovenosa. Os camundongos foram sacrificados aos 35 dias de infeccdo,
sendo seus 6rgaos submetidos a anélise histopatolégica. Os animais receptores de IgM nio apresentaram
alteragGes no padrdo de lesdes; entretanto, nos camundongos receptores de IgG imune observou-se re-
dugdo significante do nimero de lesGes e de fungos aos nfveis pulmonar e hepético.

UNITERMOS: Paracoccidioidomicose, Anticorpos, Controle Poligénico, Genética, Infeccdo.
INTRODUCAO

O desenvolvimento de linhagens de camundongos bons € maus produ-
tores de anticorpos constitui um modelo para o estudo da importincia de imu-
neglobulinas especfficas em vérias infecgoes. A produgdo quantitativa de anti-
corpos estd sob controle poligénico e o mimero de genes envolvidos depende
do antigeno utilizado durante o processo de selegdo dos animais (1). Os alelos
separados em cada linhagem pelo processo de selegdo apresentam amplo efeito
inespecifico, podendo estar operantes na resposta quantitativa de anticorpos
contra antigenos nao relacionados ao imunégeno selecionador (1,2). Os animais
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bons (H/f) e maus (L/f) produtores de anticorpos da Selegdo III foram selecio-
nados por cruzamentos bidirecionais para a resposta de anticorpos contra ant{-
genos flagelares de S. typhymurium e S. oranienburg (12). A principal diferen-
¢a entre os camundongos H/f e L/f € a capacidade de produzir anticorpos.

Em trabalhos anteriores, analisou-se a infecg@o pelo P. brasiliensis em
animais H/f e L/f. Os camundongos bons produtores de anticorpos mostraram-
se resistentes 2 infecgdo, apresentando lesdes caracterizadas por infiltrados in-
flamatdrios focais e/ou difusos, com pequena quantidade de fungos. Nos ani-
mais L/f detectou-se intensa presenca de granulomas contendo numerosos mi-
crorganismos (4,6). Estes camundongos apresentaram respostas segregadas de
anticorpos para os antigenos protéico e polissacarfdico do P. brasiliensis (5,6).

A transferéncia passiva de liquido ascitico imune obtido de animais
H/f, para camundongos L/f infectados com 100 formas L vidveis de P. brasi-
liensis, induziu redugao do nimero de granulomas e de fungos no pulmao e fi-
gado destes animais: entretanto, o liquido ascitico normal também foi capaz de
induzir tal efeito, embora com menor intensidade (6).

Com base nestes resultados, estudou-se o efeito de anticorpos IgG e
IgM purificados a partir do soro de animais H/f normais ou cronicamente infec-
tados, no desenvolvimento das lesGes induzidas pelo P. brasiliensis em animais
L/f em fase inicial de infecgao.

MATERIAL E METODOS
Animais e infec¢ao

Camundongos H/f e L/f, obtidos por cruzamentos bidirecionais quanto
ao titulo de anticorpos aglutinantes para antigenos flagelares de Salmonellae sp
(12), foram utilizados no presente trabalho. Animais de geragao F43, com cinco
semanas de idade, foram inoculados intraperitonealmente com 106 formas L
vidveis de P. brasiliensis da cepa 18, em volume de 0,5 ml de salina estéril.

Suspensdes de P. brasiliensis

A cepa de P. brasiliensis ICB Pb 18, isolada de um caso humano de
paracoccidioimicose no Brasil, foi mantida em meio de Fava Netto s6lido a
33-369C, sendo os repiques efetuados semanalmente. Suspensdes homogéneas
do fungo foram preparadas em salina estéril, a partir de culturas do fungo de
sete dias, e a determinagdo do nimero de leveduras foi feita em cimara de
Neubauer. O teste de viabilidade foi efetuado usando-se o brometo de etidio e
diacetato de fluoresceina (3).
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Soroimune

Animais H/f infectados com 100 formas L vidveis de P. brasiliensis fos
ram sangrados aos 70 dias de infecgdo, e o ““pool’”’ de soros foi destinado ao
fracionamento de anticorpos IgM e IgG, apresentando titulo de 1:16 pelo mi-
crométodo de fixacdo do complemento (9). Como controle, utilizou-se anticor-
pos fracionados a partir de um ‘““pool” de soros oriundos de animais H/f nor-
mais.

Fracionamento dos anticorpos

Os anticorpos IgG foram obtidos por fracionamento em colunas de pro-
tefna A-Sepharose 4B(Sigma), sendo adsorvidos A coluna previamente equili-
brada com tampdo tris-HCl pH=8,6 1=0,15 e eluidos com tampao glicina-HCIl
salina ph=2,8 n=0,15(7). Os efluentes eluidos foram reunidos e concentrados
para o volume original de soro niao fracionado.

Uma parte dos soros, ap6s precipitacdo com sulfato de aménio e poste-
rior didlise contra salina tamponada, foi cromatografada em coluna de Sepha-
dex G-200(Sigma), objetivando a obtengao de anticorpos IgM. O material elui-
do no primeiro pico foi concentrado para o volume original de soro nio fracio-
nado(13).

Verificou-se a presenga de apenas uma linha de precipitagdo ap6s imu-
noeletroforese do material cromatografado, utilizando-se na canaleta central,
soro de coelho antigamaglobulina de camundongo.

Transferéncia passiva de anticorpos

Animais L/f infectados intraperitonealmente com 100 formas L vidveis
de P. brasiliensis, receberam por via endovenosa, ap6s 7, 14, 21 e 28 dias de
infeccdo, 0,5 ml de anticorpos IgM ou IgG origindrios de camundongos H/f
normais ou cronicamente infectados. Aos 35 dias de infeccdo, os animais foram
sacrificados, sendo os 6rgaos colhidos e destinados ao estudo histopatol6gico.
Um grupo controle adicional foi constituido por animais L/f infectados, que
nao receberam tratamento algum.

Histopatologia

Fragmentos representativos de figado e pulmées dos animais sacrifica-
dos foram colhidos, fixados em Bouin e processados pelos métodos habitunis
de inclusdo em parafina e coloracio pela hematoxilina e eosina.
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RESULTADOS
Transferéncia passiva de anticorpos IgM

Os animais L/f receptores de IgM originaria de camundongos H/f cro-
nicamente infectados apresentaram ligeira redu¢ao do nimero de lesées e de
fungos no figado e nos pulmées, quando comparados aos animais L/f infecta-
dos que nao receberam tratamento algum, ou a camundongos L/f infectados re-
ceptores de IgM normal. Esta diferenca entretanto, nao foi estatisticamente sig-
nificante (tabela 1).

TABELA 1 - Anilise quantitativa do nimero de lesdes e de fungos presentes no figado e pulmoées de
animais L/f infectados ip. com 106 formas L vidveis de P. brasiliensis da cepa 18, subme-
tidos ao tratamento com IgM proveniente de animais H/f normais (IgM-N) ou cronicamen-
te infectados (IgM-1I).

N? de Granulomas (X £ S) N® de Fungos (X £ S)

Tratamento (10 campos, aumento de 100 X) (10 campos, aumento de 400 X)
Pulmao Figado Pulmao Figado
Nenhum(5) 36,2 %= 13,7 2,4 % 07,1 81,1 = 158 69,2 + 142
IgM-N(3) 32,6 £ 13,3 23,6 = 13,2 61,2 = 18,0 60,0 * 18,2
1gM-1(8) 20,0 * 058 140 = 034 2 * 093 51,3 * 050

entre paréntesis: n° de animais examinados

Transferéncia passiva de anticorpos IgG

Animais L/f receptores de IgG obtida de camundongos H/f cronica-
mente infectados mostraram redugao significante do nimero de lesées e de fun-

Fig. 1b- Corte de pulméo de animal L/f re-
cipiente de IgG obtida de camundongos
H/f normais (aumento 10X)

Fig. 1a- Corte de pulmio de animal L/f re-
cipiente de IgG obtida de camundongos
H/f imunes (aumento 10X)
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gos no figado e pulmées (fig. 1a), quando comparados aos controles infecta-
.dos tratados (fig. 1b) ou nao com IgG normal. A redugéo do nimero de lesdes ¢
de fungos foi mais acentuada a nivel pulmonar que a nivel hepético (tabela 2%

TABELA 2 - Anilise quantitativa do mimero dg lesdes e de fungos presentes no figado e pulmdes de
animais L/f infectados ip. com 10° formas L vidveis de P. brasiliensis da cepa 18, submeti~
dos ao tratamento com IgG proveniente de animais H/f normais (IgG-N) ou cronicamente
infectados (IgG-I).

N2 de Granulomas (X = S)
Tratamento (10 campos, aumento de 100 X)

N2 de Fungos (X = S)
(10 campos, aumento de 400 X)

Pulmio Figado Pulmao Figado

Nenhum(5) 36,2 * 13,7 224 % 07,1 81,5 = 158 69,2 * 14,2
IgG-N(5) 354 = 12,5 192 %= 04,5 71,3 %= 08,3 70,6 * 25,0
1gG-1(9) 09,4 %= 06,2 06,6 * 02,7 16,6 * 11,7 204 %= 14,3

entre paréntesis: n° de animais examinados

DISCUSSAO

A resposta imune-humoral tem sido bem estudada na paracoccidioido-~
micose humana e parece estar normal; entretanto, a imunidade celular estd ge-
ralmente comprometida (10).

As reagbes sorolégicas na doenga humana sao utilizadas para fins
diagnésticos, acompanhar a evolugao da doenga durante a terapia € no controle
de cura. Os titulos de anticorpos apresentados por pacientes com paracoccidioi-
domicose estao diretamente relacionados a gravidade da doenca; entretanto, nio
€ rara a ocorréncia de individuos com formas graves disseminadas, que apre-
sentam sorologia negativa (8). Os testes sorolégicos t€ém sido exaustivamente
estudados, e alguns de seus parametros de andlise estao bem determinados;
porém, a agao dos anticorpos sobre o fungo permanece obscura.

Com o objetivo de avaliar a participacao de imuneglobulinas especffi-
cas na paracoccidioidomicose experimental em camundongos bons € maus pro-
dutores de anticorpos da Selegao III, resolveu-se estudar o efeito da transferén-
cia passiva de anticorpos IgM e IgG obtidos de animais H/f cronicamente infec-
tados, no desenvolvimento da doenga induzida por 106 fungos vidveis, em ca-
mundongos L/f. Com a transferéncia passiva de anticorpos IgM especfficos pa-
ra o fungo houve uma reducao insignificante da quantidade de leses e micror-
ganismos no figado e pulmées de camundongos L/f em fase inicial de infecgiio
(35 dias). A transferéncia passiva de anticorpos IgG especificos para o P, bra-
siliensis induziu reducao significante do nimero de lesoes e de fungos em ani-
mais L/f, principalmente ao nivel pulmonar. Comparando os resultados da
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transferéncia passiva de liquido ascitico imune com os resultados da transferén-
cia de anticorpos IgG especificos para o fungo, verificou-se que os primeiros
foram mais eficientes na reducdao do nimeros de lesées e, principalmente da
quantidade de leveduras, nos pulmoées e figado de animais L/f infectados. De
fato, o liquido ascitico pode conter outros moduladores da resposta imune (INF,
TNF, IL-1, etc,) além, dos anticorpos, os quais devem participar na modulagao
do crescimento e das lesdes induzidas pelo P. brasiliensis.

E importante ressaltar que em camundongos H/f existe um claro au-
mento de IgG2a apés imunizagao com o antfgeno selecionador, e uma constante
auséncia deste is6topo na linhagem L/f (11). Nao € sabido se os anticorpos
IgG2a estdo envolvidos no controle da infecgdao, mas pode-se sugerir que os
mesmos participem na destrui¢iao ou bloqueio da multiplicagdo do fungo.

SUMMARY

Role of the passive transfer of immunoglobulins in the evolution of
experimental paracoccidioidomycosis in low antibody-producer mice

L/f mice infected with 100 viable L forms of Paracoccidioides
brasiliensis strain 18 were injected endovenously with 0.5 ml of IgM or IgG
obtained from non-immune or immune H/f mice, until the 28th day of infection
(7th, 14th, 21st and 28th day). Animals were sacrificed 35 days after infection
and thin slices of lung and liver were collected and routinely processed for
histopathology. Passive transfer of IgM to L/f infected mice had no effects:
however, the passive transfer of IgG containing specific antibodies, to L/f
infected mice, reduced the number of granulomas and the amount of fungi
inside them.
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